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周期性和持续性流体剪切力对成骨细胞 OPG尧RANKL蛋白表达的影响
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揖摘 要铱目的院观察两种不同加载模式的流体剪切力渊周期性或持续性冤对MC3T3-E1成骨细胞增殖以及骨保护素
(OPG)尧细胞核因子 kB受体活化因子配体(RANKL)蛋白表达的影响袁同时探讨影响成骨细胞功能的最佳流体剪切力加
载模式遥 方法院对MC3T3-E1成骨细胞分别加载生理强度为 12 dyn/cm2的周期性流体剪切力或持续性流体剪切力遥 其
中袁持续性模式采用 12 dyn/cm2的流体剪切力袁加载成骨细胞 2 h袁静息 2 h曰周期性流体剪切力采用 12 dyn/cm2流体剪

切力加载成骨细胞 30 min袁然后静息 3 0min袁如此往复循环 4次袁总的加力时间为 2 h遥 最后袁MTT法检测不同加载模式
下成骨细胞的增殖情况袁Westernblot检测两组成骨细胞OPG尧RANKL蛋白的表达影响遥 结果院MTT结果显示袁两种加
载模式的流体剪切力均能够显著促进成骨细胞的增殖 渊P约0.05冤袁与持续性流体剪切力相比袁周期性流体剪切力更能有
效的促进成骨细胞的增殖渊P约0.05冤遥另外袁两种模式的流体剪切力均能有效地调控MC3T3-E1成骨细胞OPG尧RANKL
的表达渊P约0.05冤遥 但与持续性流体剪切力相比袁周期性流体剪切力对成骨细胞OPG蛋白的促进作用更为显著渊41.34%依
5.37% vs 80.42%依4.19%袁P约0.05冤曰 对成骨细胞 RANKL蛋白的抑制作用更为明显 [渊24.17依5.92)% vs (8.45依2.18)%袁P约
0.05]遥 结论院与持续流体剪切力相比袁周期性流体剪切力对成骨细胞增殖以及 OPG尧RANKL蛋白有更显著的调节作用遥
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The Effect of Cyclic and Continuous Fluid Shear Stress on the Protein Expression of OPG/
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Abstract: Objective This study aims to investigate the effect of two different loading modes (cyclic or continuous) of fluid
shear stress (FSS) on the proliferation of MC3T3-E1 osteoblast and OPG/RANKL protein expression. Also, we'll explore the
superior loading mode of FSS affecting osteoblastic function. Methods Two different loading modes (cyclic and continuous)
of FSS with the strength of 12 dyn/cm2 were loaded on MC3T3-E1 osteoblast. Among them, 12 dyn/cm2 continuous FSS was
used for loading osteoblast for 2 hours and rested for 2 hours. 12 dyn/cm2 Cyclic FSS was loaded on osteoblast for 30 minutes
and rested for 30 minutes, cycling four times (2 hours total). Finally, MTT and Westernblot were used to detect the effect of
different loading modes of FSS on osteoblast proliferation and the protein expression of OPG/RANKL,respectively. Result
The result of MTT showed that two modes of FSS both significantly promoted the osteoblast proliferation (P < 0.05), and
cyclic FSS had better effect in osteoblast proliferation than continuous FSS(P < 0.05). In addition, both modes of FSS could ef-
fectively regulate the expression of OPG and RANKL in MC3T3-E1 osteoblast (P < 0.05). However, compared with the con-
tinuous FSS, cyclic FSS had more significant effect of promotion on osteoblast OPG protein (41.34%依5.37% vs 80.42%依
4.19%, P < 0.05), but had more significant effect of inhabition on RANKL protein (24.17%依5.92% vs 8.45%依2.18%, P <
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骨骼是一种复杂且具有非均质结构的组织袁在机
体内主要起到支撑以及承担外力的作用遥骨骼本身结
构处于不断的动态变化之中袁其中成骨细胞与破骨细
胞功能的动态平衡在骨重塑中起着很重要的作用[1]遥
骨骼的代谢受到多因素的调节袁包括激素[2]尧生长因
子[3-4]及局部的应力环境[5]等遥 应力对骨骼代谢的影响
是近年来研究比较多的一个方面[6]袁前人在研究了多
种模式的应力后发现流体剪切力是影响骨细胞代谢

的主要应力模式[7]遥
骨保护素渊Osteoprotegerin袁OPG冤和细胞核因子

kB 受体活化因子配体 (Receptor Activator of NF-kB
Ligand袁RANKL) 在骨骼吸收与重塑中起到很重要的
作用遥 OPG于 1997年被美国 Amgen公司发现[8]袁属
于 TNF受体渊Tumor Necrosis Factor Receptor,TNFR冤
超家族的一员袁主要由成骨细胞和间充质干细胞合成
和分泌袁 通过与破骨细胞表面 RANK受体竞争性结
合 RANKL而抑制破骨细胞活化袁从而抑制骨溶解[9]袁
OPG 也可诱导破骨细胞的凋亡遥 在这之后发现的
RANKL袁也称为破骨细胞分化因子渊Osteoclast Differ-
entiation Factor袁ODF冤袁主要由成骨细胞系合成袁通过
与前破骨细胞表面 RANK受体结合而刺激前破骨细
胞向破骨细胞分化[10]袁还可增强成熟破骨细胞的活性,
加强骨溶解[11]袁除此之外袁RANKL通过与 RANK 的
结合还可促进巨噬细胞集落刺激因子渊M-CSF冤合成袁
从而刺激破骨细胞形成袁调控骨溶解[12]遥

流体剪切力对成骨细胞 OPG尧RANKL表达的影
响前人已有研究[13]袁但仅局限于对持续性流体剪切力
的研究袁对周期性流体剪切力还鲜有研究遥 本实验着
眼于研究周期性流体剪切力对成骨细胞的影响袁以探
讨最佳加载模式的流体剪切力对成骨细胞的影响遥
1 材料和方法
1.1 实验材料
实验细胞院实验所用的小鼠MC3T3-E1成骨细胞

购自中国医学科学院细胞中心遥
实验仪器院细胞培养箱渊Heal Force袁USA冤袁超净

工作台 渊苏州净化设备厂冤袁 倒置相差显微镜渊Olym-
pus袁Japan冤袁低温超速离心机渊中国上海冤袁精密蠕动泵
渊上海金达冤袁平行平板流体小室渊自制冤袁蛋白电泳仪
渊北京六一仪器厂冤袁紫外分光光度仪渊北京普析生物
仪器有限公司冤遥
实验试剂院 高糖培养基 DMEM渊Hyclone袁USA冤袁

胰蛋白酶渊Sigma袁USA冤袁胎牛血清渊GIBCO袁USA冤袁青
霉素 -链霉素双抗 渊Hyclone袁USA冤袁 磷酸盐缓冲液

PBS渊中山金桥冤袁二甲基亚砜渊DMSO冤渊Sigma袁USA冤袁
PMSF尧TEMED渊Sigma袁USA冤袁RIPA 细胞裂解液渊碧
云天冤袁丙烯酰胺尧甲叉双丙烯酰胺尧SDS尧Tween-20尧
Tris-Hcl尧Tris-Base 及 Triton-X500 渊Amresco袁USA冤袁
PVDF膜尧脱脂奶粉尧彩色Marker和 ECL显色液渊Mi-
llipore袁 USA冤袁 茁-actin 渊中山金桥冤袁 兔抗 OPG一抗
渊Santa Cruze袁USA冤袁 兔抗 RANKL 一抗渊Bioworld袁
USA冤袁山羊抗兔二抗渊中山金桥冤遥
1.2 细胞培养

将购买的 MC3T3-E1细胞株用 0.25%胰蛋白酶
消化后袁按 1:3比例进行传代袁加入含 10%胎牛血清尧
青霉素 100 U／mL及链霉素 100 U／mL的高糖培养
基袁将培养瓶置于 37 益尧5%CO2及饱和湿度的培养箱
中进行培养袁隔 2 d~3 d换液袁待细胞生长融合至 90%
时袁用胰酶消化继续传代遥
1.3 细胞爬片

将融合至 90%的成骨细胞用 0.25%胰蛋白酶消
化袁加入 DMEM培养基后轻柔吹打袁使细胞分散成单
个袁制成成骨细胞悬液袁加入血球计数板上袁进行细胞
计数遥 然后用培养基按照一定比例稀释细胞悬液袁最
后将细胞悬液浓度调整为 1伊104个 /mL遥 将细胞悬液
滴加在盖玻片上袁滴加 10%FBS完全培养基袁盖上培
养皿盖子袁 将培养皿放入温度 37 益尧5% CO2及饱和
湿度的细胞培养箱中培养遥 正常换液袁观察细胞生长
状态遥 待成骨细胞生长融合达到 90%以上时袁可利用
细胞进行后续实验遥
1.4 细胞加力
挑选细胞融合度达到 90%的盖玻片袁随机分为 3

组院对照组渊Control冤尧加载周期性流体剪切力组渊Cyc-
lic FSS冤尧 加载持续性流体剪切力组 渊Continuous
FSS冤遥将加力装置消毒后置于恒温箱中袁连接好装置袁
加入 30 mL预热渊37 益冤的无血清 DMEM培养基作
为循环液遥 将细胞爬片置于流体小室的凹槽中袁细胞
面朝上遥 加载流体剪切力时缓慢调节蠕动泵转速袁直
到流体剪切力强度为 12 dyn/cm2 [14]遥

周期性流体剪切力加载模式为院加载 12 dyn/cm2

流体剪切力 30 min袁然后静息 30 min袁如此往复循环
4次袁这样总的加力时间为 2 h袁间歇时间也为 2 h遥
持续性流体剪切力加载模式为院加载 12 dyn/cm2

的流体剪切力 2 h袁 然后让细胞爬片在流体小室中静
息 2 h袁 这样总的加力时间跟间歇时间就跟加载周期
性流体剪切力相一致遥
对照组置于流体小室中 4 h袁 并不加载流体剪切

力袁保证与实验组环境相同遥以上每组实验重复 3次遥
1.5 MTT检测细胞增殖

0.05). Conclusion Compared with the continuous FSS, cyclic FSS has more significant effect of regulation on proliferation
and the expression of OPG and RANKL in MC3T3-E1 osteoblast.
Key words院fluid shear stress; cyclic and continuous; osteoblast; Osteoprotegerin; Receptor Activator of NF-kB Ligand
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加载流体剪切力后将盖玻片取出置于无菌培养
皿中袁用 0.25%胰酶消化后制成细胞悬液袁将细胞悬
液浓度调为 1.5伊105/mL袁同样的将对照组也制成相同
浓度的细胞悬液遥依次将 3组细胞悬液加入 96孔板袁
每孔加 100 滋L袁每组设置 5个复孔遥 将 96孔板置于
细胞培养箱中袁37 益尧5%CO2及饱和湿度环境培养 24
h袁待细胞完全贴壁后倒去培养液袁每孔加入 MTT试
剂 20 滋L袁 继续培养 4 h袁 后将MTT试剂小心倒掉袁
PBS冲洗 3次袁每孔加二甲基亚砜 150 滋L袁室温摇床
缓慢振荡 10 min袁最后测 490 nm处吸光度值遥
1.6 Western blot检测

取出不同干预组的盖玻片置于培养皿中袁 预冷
PBS冲洗 3遍遥每张盖玻片加入 RIPA细胞裂解液渊含
蛋白酶抑制剂 0.5 滋L冤50 滋L,冰上裂解 30 min袁收集裂
解物在 4 益尧12000 r/min离心 20 min袁吸上清弃沉淀袁
用 BCA法测量蛋白浓度遥 配制不连续 SDS-PAGE凝
胶进行蛋白电泳袁 每条泳道加蛋白 40 滋g袁 恒压 80 V
跑完浓缩胶渊5%冤,120 V 跑完分离胶渊12%冤袁之后用
200 mA恒流将蛋白湿转至 PVDF膜上袁然后用含 5%
脱脂奶粉的 TBST进行封闭 2 h 渊室温缓慢振荡冤袁加
入一抗 OPG渊浓度 1:500冤尧RANKL渊浓度 1:700冤在 4
益冰箱孵育过夜袁山羊抗兔二抗渊浓度 1:10000冤室温孵
育 2 h袁用 ECL显色液进行显色袁暗室曝光袁先显影后
定影袁烘干底片后扫描图片袁Quantity One软件分析条
带光密度遥 蛋白水平计算公式院

蛋白表达水平 =条带光密度∕茁
–actin光密度伊100%

1.7 统计分析
所有试验至少重复 3次袁 实验数据均以均数依标

准差的形式表示袁两组之间的差异比较采用 SPSS19.0
软件进行单因素方差分析袁P＜0.05为有统计学意义遥
2 结 果
2.1 MTT法检测不同加载模式的流体剪切力对成骨
细胞增殖的影响

MTT结果显示袁跟对照组相比袁向 MC3T3-E1成
骨细胞加载流体剪切力后袁 细胞增殖明显受到促进袁
跟加载持续性流体剪切力相比,加载周期性流体剪切
力更能有效的促进成骨细胞增殖渊P＜0.05冤遥
2.2加载流体剪切力之后各组 OPG蛋白表达情况

Western Blot检测 OPG表达结果显示袁成骨细胞
加载流体剪切力后 OPG表达升高袁如图 1遥 对成骨细
胞加载持续性流体剪切力后袁OPG 的表达由对照组
的 19.91%依2.72%上升至 41.34%依5.37%渊P＜0.05冤袁
加载周期性流体剪切力后 OPG 表达为 80.42%依
4.19%渊P＜0.05冤袁是对照组的 4倍多遥
2.3加载流体剪切力之后各组 RANKL蛋白表达情况

Western Blot检测 RANKL表达结果显示袁 流体
剪切力抑制 RANKL的表达袁如图 2遥对成骨细胞加载
持续性流体剪切力后袁RANKL的表达量由对照组的

38.92%依3.29%袁 降低为 24.17%依5.92%渊P＜0.05冤袁加
载周期性流体剪切力之后降为 8.45%依2.18%渊P＜
0.05冤遥 OPG/RANKL比率出现相应改变袁加载持续性
流体剪切力组比率为 1.7渊P＜0.05冤袁而加载周期性流
体剪切力组的比率为 9.5渊P＜0.05冤遥
3 讨 论
随着中国逐步进入老龄化社会袁骨质疏松发病率

增加引起重视遥骨质疏松发病的原因是因为骨骼形成
与吸收的平衡发生了改变袁导致骨骼吸收过度袁从而
发生骨密度降低尧骨骼脆性增加及容易发生骨折等变
化遥 在生理条件下骨骼的重塑与吸收是由成骨细胞与
破骨细胞功能的稳态维持的袁骨骼的重塑开始于骨吸
收袁前破骨细胞分化为破骨细胞袁并成熟尧迁移尧附着
于骨骼表面进行骨吸收袁紧接着成骨细胞分泌骨基质
形成新骨[15]遥整个过程收到成骨细胞的调控袁成骨细胞
及间充质干细胞分泌的 RANKL可以促进前破骨细
胞分化为破骨细胞袁也可直接活化破骨细胞袁从而促
进骨吸收[10-11]袁与此同时成骨细胞分泌 OPG与 RAN-
KL竞争性结合袁抑制破骨细胞的功能袁防止骨骼的过
度吸收[9]袁从而维持了骨重塑向着正确的方向进行遥

OPG广泛存在于心尧肺尧肾尧骨等多种组织器官
中袁但仅局限在骨骼系统内发挥作用袁其机制目前未

图 1 各组 OPG蛋白的表达
Fig.1 The Expression of OPG in Each Group (*:Compared with

Control, P<0.05; **: Compared with Control and Continuous FSS,
P<0.05)

表 1 酶标仪测定各组 490 nm处 OD值
Tab.1 The 490 nm Absorbance of Enzyme Microplate Reader in

Each Group

组名 Control Continuous FSS Cyclic FSS
OD值 0.392依0.017 0.644依0.036* 0.797依0.025*

陈少龙袁等.周期性和持续性流体剪切力对成骨细胞 OPG尧RANKL蛋白表达的影响

*: Compared With Control, P＜0.05
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图 2 各组 RANKL蛋白的表达
Fig.2 The Expression of RANKL in Each Group (*:Compared with

Control, P<0.05; **: Compared with control and
Continuous FSS, P<0.05)

图 3 不同流体剪切力加载模式组间 OPG∕RANKL变化趋势
Fig.3 The Variation Trend of OPG/RANKL in Different Fluid Shear

Loading Patterns (*: Compared with Control, P<0.05;

**: Compared with Control And Continuous FSS, P<0.05)

明袁 在骨骼系统内 OPG的作用主要是抑制前破骨细
胞向破骨细胞的分化袁抑制成熟破骨细胞的活性及诱
导其凋亡遥绝经后妇女发生骨质疏松的主要原因是雌
激素缺乏袁 雌激素可促进 OPG的表达袁 抑制M-CSF
的分泌[16]袁而M-CSF是破骨细胞增殖的重要因子遥 R-
ANKL在淋巴组织及骨组织中的含量较多袁可促进破
骨细胞分化袁增强成熟破骨细胞的活性袁阻止破骨细
胞凋亡遥

目前常用的应力加载模式主要有两大类院周期性
应力[17]和持续性应力[18]袁然而袁哪种应力加载模式更能
促进细胞功能的发挥暂时还没有明确的报道遥流体剪
切力在促进细胞增殖方面有明确的积极作用袁但周期
性流体剪切力跟持续性流体剪切力相比袁哪种应力模
式更有利于细胞的增殖鲜有研究遥本研究的结果显示
周期性流体剪切力在促进成骨细胞增殖方面的作用

优于持续性流体剪切力遥同时袁对成骨细胞加载 2h的
持续性流体剪切力后 OPG蛋白的表达量是对照组的
2倍多袁 而加载周期性流体剪切力后增高了 4倍多遥
而加载持续性流体剪切力跟周期性流体剪切力后袁成
骨细胞 RANKL的表达相比对照组分别降低了 0.6尧
0.2倍遥
因此袁从实验结果来看周期性流体剪切力相比持

续性流体剪切力在促进成骨细胞增殖及功能发挥方

面更有优势袁可以更好的促进成骨细胞成骨袁这种应
力加载模式具有更佳的作用遥这一研究结果可为临床
医生在指导骨质疏松患者进行合理的运动提供参考
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对刻槽部位出现的局部大应力集中区袁可能跟材料类
型尧支架外侧槽的尺寸有关袁有待进一步研究遥
3 结 论
本文针对两种不同类型的冠脉药物涂层支架袁分

别建立了其几何模型袁通过有限元模拟仿真袁对比分
析了两种支架扩张过程中的力学参数遥 所得结论如
下院

渊1冤对支架进行刻槽处理袁并未降低支架的径向
回弹率袁 即不会降低狭窄血管内血流的恢复程度遥

渊2冤轴向回弹率尧扩张不均匀性等力学指标与支
架的扩张外径无关遥对传统药物洗脱支架进行刻槽处
理袁在减少支架载药量的同时袁支架的上述力学性能
并未降低遥

渊3冤当支架材料相同时袁靶向药物洗脱支架比传
统药物洗脱支架更容易被扩张遥
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